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　　摘要:目的　探讨CCUT样同源盒１(CUX１)对结直肠癌细胞增殖与转移的影响及机制.方法　利用TCGA
数据库分析结直肠癌患者的癌组织和癌旁组织中 CUX１的表达情况,通过实时荧光定量 PCR(qRTＧPCR)检测

CUX１在结直肠癌组织中的表达情况;利用 GEPIA数据库分析CUX１表达对结直肠癌患者术后总体生存率的影

响;利用siRNAＧNC和siRNAＧCUX１转染人结直肠癌细胞;CCKＧ８、Transwell实验检测 CUX１对结直肠癌细胞

增殖与转移能力的影响;免疫印迹检测CUX１的干扰效率以及CUX１、EＧcadherin、Vimentin、NＧcadherin蛋白的表

达情况.结果　TCGA 数据库及qRTＧPCR结果显示 CUX１在结直肠癌组织中高表达(P＜０．０５);GEPIA 数据

库结果显示CUX１低表达组的总体生存率明显优于高表达组(P＜０．０１);Transwell实验结果显示siRNAＧCUX１
降低结直肠癌细胞的转移能力(P＜０．００１);CCKＧ８实验结果显示siRNAＧCUX１抑制结直肠癌细胞的增殖能力

(P＜０．００１);免疫印迹检测结果显示转染siRNAＧCUX１后结直肠癌细胞的 CUX１、NＧcadherin及 Vimentin蛋白

表达降低,EＧcadherin蛋白表达升高 (P＜０．０５).结论　干扰 CUX１对结直肠癌细胞的增殖和转移能力有抑制

作用.
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　　Abstract:Objective　ToinvestigatetheeffectofCUX１geneontheproliferationandmetastasisofcolorectal
cancerandrelatedmechanism．Methods　TheexpressionofCUX１incancerandadjacentnormaltissuesofcolorＧ
ectalcancerpatientswasanalyzedusingTCGAdatabase．TheexpressionofCUX１incolorectalcancertissueswas
detectedbyrealＧtimefluorescencequantitativePCR (qRTＧPCR)．TheGEPIAdatabasewasusedtoanalyzethe
effectofCUX１expressionontheoverallsurvivalrateofpatientswithcolorectalcanceraftersurgery．FurtherＧ
more,siRNAＧNCandsiRNAＧCUX１weretransfectedintohumancoloncancercells．CCKＧ８assayandTranswell
assaywereusedtodetecttheeffectsofCUX１ontheproliferationandmetastasisofcolorectalcancercells．TheinＧ
terferenceefficiencyofCUX１andtheexpressionofEＧcadherin,VimentinandNＧcadherinproteinsweredetected
byWesternblot．Results　AccordingtoTCGAdatabaseandqRTＧPCR,CUX１washighlyexpressedincolorectal
cancertissues(P＜０．０５)．TheresultsofGEPIAdatabaseshowedthattheoverallsurvivalrateofthelowCUX１
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expressiongroupwassignificantlybetterthanthatofthehighexpressiongroup (P＜０．０１)．Transwellassay
showedsiRNAＧCUX１reducedthemetastaticabilityofcolorectalcancercells(P＜０．００１)．CCKＧ８assayshowed
thatsiRNAＧCUX１inhibitedtheproliferationofcolorectalcancercells(P＜０．００１)．Westernblotshowedthatthe
expressionofCUX１,NＧcadherinandVimentinincolorectalcancercellsdecreasedbuttheexpressionofEＧcadherin
increasedaftersiRNAＧCUX１transfection(P＜０．０５)．Conclusions　KnockdownofCUX１caninhibittheproliferaＧ
tionandmetastasisofcolorectalcancer．

Keywords:colorectalcancer;CUX１;proliferation;metastasis

　　结直肠癌(colorectalcancer,CRC)目前是全球

男性中第三大癌症类型,女性中第二大癌症类型,

２０１２年有１４０万新病例,超过６９００００例死亡[１].
目前,随着癌症生物学标志物、结肠镜、腹腔镜手术

和放化疗等技术的发展,患者的治疗选择有所增加,
但过去２０年中 CRC的存活率并未得到实质性改

善,并且转移性结肠癌的５年生存率仍低于１０％.
其中复发、转移和化疗耐药是治疗失败的最常见原

因[２].因此,为了实现早期诊断和更好的预后,有必

要研究结直肠癌的新型生物学标志物和治疗靶点.

CCUT样同源盒１(CUX１)也称为 CCAAT 置

换蛋白(CDP)或 CutＧlike(CUTL１),位于染色体带

７q２２．１上,属于同源域 (HD)转录因子家族,具有

４个相似的 DNA 结合域结构,包括一个 CUT同源

域和３个CUT重复序列(CR１、CR２、CR３).最初,

CUX１被认为仅在胚胎组织中表达,并参与胚胎发

育和细胞分化[３].目前,CUX１被认为是单倍体不

足的肿瘤抑制因子,但在一些肿瘤细胞中又反常过

表达,如多发性骨髓瘤、子宫平滑肌瘤、乳腺癌、胰腺

癌、黑素瘤和神经胶质瘤[４Ｇ１０].虽然已有 CUX１在

其他癌症中发生、发展机制的报道,但其在结直肠癌

中的作用机制及生物学功能鲜见相关文献报道.本

研究通过构建CUX１小干扰 RNA(siRNA)转染细

胞模型,结合体外实验探究其对结直肠癌细胞增殖

与转移能力的影响.

１　资料与方法

１．１　标本　选取２０１９年６月—２０２０年９月徐州

医科大学附属医院胃肠外科手术切除的３０例结直

肠癌组织和配对的癌旁组织,于液氮中保存.

１．２　实验材料　人结直肠癌细胞 DLD１和LOVO
(中国科学院细胞库);RPMIＧ１６４０培养基、胎牛血

清(FBS)、０．２５％胰蛋白酶消化液(美国 Gibco公

司).
实时荧光定量PCR(qRTＧPCR)试剂盒(诺唯赞

公司);SiLentFectTM LipidRegent(美国BioＧRad公

司);siRNAＧCUX１:５＇ＧCCGGGCGGCAAGGAGCＧ

CATTTCACACTCGAGTGTGAAATGGCTCCT
TGCCGCTTTTTGＧ３＇(吉玛公司);CCKＧ８试剂盒

(江苏凯基生物技术公司);Transwell小室(镇江优

化生物公司);CUX１抗体、EＧcadherin抗体(美国

CST 公司);NＧcadherin、Vimentin抗体(北京博奥

森公司);GAPDH 抗体(武汉三鹰生物公司).

１．３　数据库处理与分析　从 TCGA数据库中提取

结直肠癌组织与癌旁组织CUX１水平的相关资料,
由 MDAndersonCancerCenter对其进行标准化预

处理.筛选出癌旁组织４１例,癌组织４７１例,M０
期结直肠癌组织４１６例,M１期８１例,随后通过 R
语言对其进行后续分析.利用 GEPIA 在线数据库

的结直肠癌数据集验证 CUX１的表达水平与预后

的关系.

１．４　细胞培养　结直肠癌细胞LOVO和 DLD１复

苏后,加入含有１０％FBS的 RPMIＧ１６４０培养基,

３７℃、５％CO２培养箱中培养,当细胞密度达到９０％
以上后,使用０．２５％的胰蛋白酶进行消化、离心,之
后按１︰３的比例进行传代培养.

１．５　siRNA 转染　当细胞密度达到３０％~５０％,
使用siLentFectTM LipidReagent进行转染.对照

组加入siRNAＧNC,实验组加入siRNAＧCUX１,转染

６h后,用含有１０％FBS的培养基更换旧培养基,继
续培养４８h后,收集细胞进行后续实验.

１．６　Transwell实验　细胞转染４８h后,胰酶消

化,离心收集细胞并计数,将细胞(８×１０４个/孔)接
种到上室中.将含有２０％FBS的培养基作为化学

引诱剂置于下部腔室中.温育２４h(迁移４８h)后,
用９０％甲醇固定,PBS洗涤２遍,并用０．３％的结晶

紫进行小室下表面的细胞染色,洗净后用棉签除去

小室上表面的细胞,晾干后显微镜下(×１００)随机选

择３个区域,对迁移的细胞进行计数.为了进行细

胞侵袭实验,在小室中加入 Matrigel基质胶,于５％
CO２、３７℃培养箱中凝固２h,之后同迁移实验步骤.

１．７　CCKＧ８实验　细胞转染４８h后,胰酶消化,离
心收集细胞并计数,把细胞接种于９６孔板中(密度

为４×１０３个/孔),培养６h后细胞贴壁,０、２４、４８、
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７２、９６h后,将CCKＧ８溶液(１０μl)和无血清培养基

(１００μl)混匀后加入每个孔中,在３７°C下孵育２h.
随后使用酶标仪测定４５０nm 处的光密度值,该值

指示培养基中增殖细胞的数量.

１．８　qRTＧPCR　细胞转染４８h后,胰酶消化,离心

收集 细 胞.使 用 TRIzol试 剂 从 细 胞 中 提 取 总

RNA,将收集到的 RNA 反转录为互补 DNA(cDＧ
NA),然后使用LightCycler９６仪器进行qRTＧPCR,
以１８S为内参检测CUX１mRNA的相对表达量,通
过相对定量(２－ΔΔCt法)计算倍数变化.CUX１引物

序列:上游 ５＇ＧCGGCAAACAACCCGTTTCTTＧ３＇,
下游５＇ＧCGCTTTCTGGACTGCTCACTＧ３＇;１８S序

列:上游５＇ＧGGAGTATGGTTGC１１１GCTGAＧ３＇,下
游５＇ＧATCTGTCAATCCTGTCCGTGTＧ３＇.

１．９　免疫印迹　细胞转染４８h后,用胰酶消化,离
心收集细胞,PBS洗涤２遍,再加入蛋白裂解液,超
声破碎后提取蛋白,加入考马斯蓝测蛋白浓度,将蛋

白配平,１００℃煮蛋白１０min,接着１００V电泳２h,

１１０V电转１h,然后牛奶室温封闭１h,最后使用目

标抗体(CUX１、EＧcadherin、Vimentin、NＧcadherin、

GAPDH)４℃ 孵 育 过 夜.第 ２ 天,TBST 洗 涤 ５
min,６次,加入羊抗兔/羊抗鼠二抗孵育１h,TBST
洗涤５min,６次,之后在暗室用１︰１配好的 ECL
曝光液将膜上的免疫复合物可视化,ImageJ软件

分析其灰度值,目的蛋白与内参(GAPDH)比值为

其相对表达量.

１．１０　统计学处理　采用SPSS１３．０软件进行统计

分析,GraphPad．Prism．７．０．４作图.计量资料以均

值±标准差表示,２组间比较采用独立样本t检验,
多组间比较采用方差分析,P＜０．０５为差异有统计

学意义.

２　结　果

２．１　TCGA、GEPIA 数据库中 CUX１基因的表达

情况及 其 与 临 床 预 后 的 关 系 　TCGA 数据库中

CUX１在结直肠癌组织中的表达量明显高于癌旁组

织(P＜０．０１),且在 M１期结直肠癌患者中表达较

高(P＜０．０５).GEPIA 数据库显示 CUX１低表达

组的总体生存率明显优于高表达组(P＜０．０１).见

图１.

　　A．TCGA数据库显示 CUX１在结直肠癌组织和癌旁组织中的表达差异;B．TCGA 数据库显示 CUX１在 M０与

M１期结直肠癌患者中的表达差异;C．GEPIA数据库显示CUX１表达情况与总生存期的关系

图１　TCGA、GEPIA数据库中结直肠癌患者CUX１的表达情况及其与总生存期的关系

２．２　CUX１在结直肠癌组织中的表达情况　结直

肠癌组织中CUX１表达量显著高于癌旁组织,差异

有统计学意义(P＜０．００１).见图２.

２．３　CUX１对结直肠癌细胞转移能力的影响　与

对照组相比,siRNAＧCUX１可抑制LOVO、DLD１结

直肠癌细胞的侵袭、迁移能力,差异具有统计学意义

(P＜０．００１).见图３.

２．４　CUX１对结直肠癌细胞增殖能力的影响　与

对照组相比,siRNAＧCUX１可抑制２种结直肠癌细

胞的增殖能力,差异有统计学意义(P＜０．００１).见

图４.

图２　qRTＧPCR检测结直肠癌组织及

其癌旁组织CUX１的表达情况
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　　A．Transwell实验检测CUX１敲低后对LOVO、DLD１细胞迁移能力的影响;B．Transwell实验

检测CUX１敲低后对LOVO、DLD１细胞侵袭能力的影响;与siRNAＧNC组比较:∗∗∗P＜０．００１
图３　CUX１对结直肠癌细胞迁移、侵袭能力影响(结晶紫染色,×１００)

　　A．CCK８检测敲低 CUX１后对 LOVO 细胞增殖的影响;B．CCK８检测敲低 CUX１后对

DLD１细胞增殖的影响;与siRNAＧNC组比较:∗∗∗P＜０．００１
图４　CUX１对结直肠癌细胞增殖能力的影响

２．５　免疫印迹检测上皮间质转化(EMT)相关标记

蛋白表达情况　与对照组相比,siRNAＧCUX１使２
种结直肠癌细胞 EＧcadherin蛋白表达明显升高(P

＜０．０５),CUX１、NＧcadherin、Vimentin蛋白明显降

低(P＜０．０５).因此敲低CUX１可抑制结直肠癌细

胞发生EMT.见图５.

１．siRNAＧNC;２．siRNAＧCUX１
图５　免疫印迹检测siRNAＧCUX１对结直肠癌细胞EMT相关标志蛋白表达的影响
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３　讨　论

CUX１属于同源域转录因子家族,在胚胎和神

经系统发育、细胞增殖、细胞周期调控、细胞分化进

程和DNA损伤修复等方面发挥重要作用[３].近来

研究发现CUX１在介导肿瘤进展中具有重要作用,
既作为肿瘤细胞迁移和侵袭的刺激因子,也作为药

物诱 导 的 凋 亡 抑 制 剂[４Ｇ１０].在 胰 腺 癌 中 过 表 达

CUX１抑制细胞凋亡[１１],在胶质瘤中CUX１可通过

circＧCUX１/EWSR/MAZ通路轴促进神经母细胞瘤

的增殖及侵袭[１２].本研究通过 TCGA 数据库发现

CUX１在结直肠癌组织中高表达,又通过GEPIA数

据库 发 现 CUX１ 高 表 达 组 预 后 较 差,因 此 推 测

CUX１可能参与结直肠癌发生、发展过程.我们通

过CCKＧ８、Transwell实验检测 CUX１对结直肠癌

细胞增殖和转移能力的影响,结果发现敲低 CUX１
后,结直肠癌细胞的迁移、侵袭及增殖能力下降.

EMT是一种将上皮细胞转化为间充质细胞表

型的生物过程.在 EMT 期间,细胞连接蛋白被下

调,顶端Ｇ基底极性丢失,促使上皮样细胞向间质细

胞形态转变[１３].上述所有过程都将允许细胞迁移、
侵袭,抵抗细胞凋亡和重塑细胞外基质 (ECM),从
而促进癌细胞从原发肿瘤部位向周围组织和远处器

官的转移、扩散.此外,研究也已证实 CUX１能够

通过PI３K 通路激活 EMT过程进而促进膀胱癌细

胞的增殖和转移[１４].Fei等[１５]在胶质瘤细胞中同

样发现,CUX１能够介导EMT途径,参与肿瘤细胞

的迁移和侵袭.结合体外细胞实验,我们利用siRＧ
NA敲低 CUX１的表达,发现 EMT 通路中的关键

蛋白 Vimentin和 NＧcadherin表达增加,而 EＧcadＧ
herin表达降低,这提示CUX１很可能通过EMT路

径参与结直肠癌的转移.
本研究证明CUX１在结直肠癌中过度表达,且

通过激活 EMT 来促进结直肠癌的转移.因此,作
为癌基因,CUX１可成为结直肠癌诊断和治疗的潜

在靶点.
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